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La molteplicità dei processi in cui è verosimilmente coinvolta la dopamina ha 
portato  ad  innumerevoli  studi  volti  ad  approfondire  il  ruolo  fisiologico  del 
sistema  dopaminergico  e  ad  evidenziare  una  eventuale  correlazione  tra 
alterata funzionalità di  tale sistema e alcuni  disturbi  psichiatrici,  in particolar 
modo la schizofrenia. Un metodo utile per valutare il sistema dopaminergico è 
rappresentato  dallo  studio  del  trasportatore  della  dopamina  (DAT),  la  cui 
funzione consiste  nel  regolare la  concentrazione della  stessa dopamina nel 
vallo delle sinapsi dopaminergiche. Le informazioni disponibili sul trasportatore 
della  dopamina  (DAT)  nei  linfociti  umani  sono  molto  scarse,  sebbene, 
potenzialmente, esso rappresenti un marker periferico che potrebbe consentire 
di investigare il suo ruolo sia in condizioni normali che in patologie psichiatriche 
caratterizzate da un coinvolgimento del sistema dopaminergico. Con il nostro 
studio abbiamo esplorato la presenza e la distribuzione del DAT in membrane 
linfocitarie provenienti da 20 pazienti con disturbi psicotici e da 20 volontari sani
mediante il binding del 3H-WIN-35,428.
I valori delle Bmax e delle Kd per i soggetti sani erano rispettivamente 
(media±D.S..) 39±3 fmol/mg di prot. e 1,2±0,5 nM, mentre per i pazienti psicotici 
erano rispettivamente (media±D.S.) 21±2 fmol/mg di prot. e 0,56±0,24 nM.
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La nostra ricerca è il primo studio ad avere evidenziato la presenza del DAT in 
membrane linfocitarie umane, mediante il binding del  3H-WIN-35,428, ligando 
specifico e selettivo per  il  DAT. Inoltre,  i  dosaggi  effettuati  sulle  membrane 
linfocitarie dei pazienti con disturbi psicotici hanno evidenziato una riduzione 
della densità del DAT rispetto al gruppo di controllo. 
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1. INTRODUZIONE
La dopamina (3,4–diidrossifenilalanina) è una catecolamina, con una duplice 
funzione  di  neurotrasmettitore  e  di  ormone,  strutturalmente  correlata  con 
l’adrenalina e la noradrenalina con cui condivide la medesima via biosintetica.
I  primi  concetti  sulla  unicità  di  un  ruolo  fisiologico  della  dopamina, 
indipendentemente  dalla  sua  funzione  di  precursore  della  noradrenalina  e 
dell’adrenalina furono avanzati alla fine degli anni ’50. Furono presto identificati 
nel  sistema  nervoso  centrale  neuroni  specifici  contenenti  come 
neurotrasmettitore primario la dopamina nel  sistema extrapiramidale,  limbico 
ed ipotalamo-ipofisario.
La dopamina rappresenta più  della  metà del  contenuto di  catecolamine del 
sistema nervoso centrale  e  se  ne rinvengono notevoli  quantità  a  livello  dei 
gangli  della  base  (soprattutto  a  livello  del  nucleo  caudato),  del  nucleo 
accumbens, del tubercolo olfattivo, dell’eminenza mediana e in zone ristrette 
della corteccia frontale [Hökfelt et al., 1978; Biörklund e Lindvall, 1986].
Le azioni della dopamina si esercitano soprattutto a livello centrale, in misura 
inferiore  a  livello  periferico  e  sono  mediate  dall’interazione  con  i  recettori 
dopaminergici.
A livello  centrale  la  dopamina  è  responsabile  della  modulazione  dell’attività 
psichica  e  motoria,  del  tono  dell’umore,  della  secrezione  di  alcuni  ormoni 
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ipofisari  e  molto  probabilmente  di  alcune  componenti  dei  processi  cognitivi 
[Nieoullon A., 2002].
A livello periferico la dopamina produce vari effetti cardiovascolari, per lo più di 
tipo vasodilatatorio [Goldberg  e Rajfer, 1985], sia diretti e dovuti alla presenza 
di  recettori  specifici  sulla  muscolatura  liscia  di  alcuni  distretti  vascolari  (in 
particolare renale e mesenterico) che indiretti e mediati da inibizione del rilascio 
di catecolamine. Inoltre la dopamina inibisce il rilascio di aldosterone indotto da 
angiotensina II ed ha anche un’attività inibitoria sulla trasmissione gangliare.
Data la peculiare distribuzione tissutale e gli effetti indotti, la stimolazione del 
sistema  dopaminergico  periferico  comporta  effetti  di  notevole  interesse 
terapeutico,  quali  aumento  della  filtrazione  glomerulare,  del  flusso  ematico 
renale e della natriuresi.
La molteplicità dei processi in cui è verosimilmente coinvolta la dopamina  ha 
portato  ad  innumerevoli  studi  volti  ad  approfondire  il  ruolo  fisiologico  del 
sistema  dopaminergico  e  ad  evidenziare  una  eventuale  correlazione  tra 
alterata funzionalità di  tale sistema e alcuni  disturbi  psichiatrici,  in particolar 
modo la schizofrenia.
Un metodo utile per valutare il  sistema dopaminergico è rappresentato dallo 
studio  del  trasportatore  della  dopamina  (DAT),  la  cui  funzione  consiste  nel 
regolare  la  concentrazione  della  stessa  dopamina  nel  vallo  delle  sinapsi 
dopaminergiche.
Questo trasportatore risulta essere bersaglio primario dell’azione di sostanze 
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psicostimolanti come la cocaina. L’effetto psicostimolante di questa sostanza è 
attribuito  alla  sua  capacità  di  aumentare  le  concentrazioni  sinaptiche  di 
dopamina  attraverso  l’inibizione  del  processo  di  ricaptazione  nei  neuroni 
dopaminergici del sistema mesolimbo-corticale, generando in questo modo un 
potenziamento della neurotrasmissione dopaminergica.
Negli  ultimi  anni  la  ricerca  si  è  incentrata  sulla  caratterizzazione  del 
trasportatore  della  dopamina,  per  ampliare  le  conoscenze  sulla  sua 
espressione  e  funzionalità,  per  valutare  la  sua  possibile  implicazione  nella 
fisiopatologia  di  numerosi  disturbi  psichiatrici  e  nel  tentativo  di  progettare 
terapie più mirate.
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1.1  BIOCHIMICA DELLA DOPAMINA
La  dopamina  è  l’immediato  precursore  metabolico  della  noradrenalina  e 
dell’adrenalina.
Il punto di partenza per la sintesi di questa catecolamine è rappresentato dagli 
aminoacidi  essenziali  fenilalanina  e  tirosina,  che  derivano  dalle  proteine 
presenti  nella dieta.  L’assunzione di  tirosina con la dieta è sufficiente per la 
sintesi  delle  catecolamine,  tuttavia  la  fenilalanina  può essere  trasformata  in 
tirosina per mezzo dell’enzima fenilalanina idrossilasi.
La  biosintesi  della  dopamina ha inizio  con la  conversione della  L-tirosina  a 
diidrossifenilalanina  (L-DOPA)  da  parte  della  tirosina  idrossilasi  (figura1). 
Questo enzima catalizza l’idrossilazione in posizione 3 dell’anello fenolico della 
tirosina. La velocità della reazione, peraltro piuttosto lenta, è il fattore limitante 
la sintesi delle catecolamine ed è sotto stretto controllo dell’attività del neurone. 
Infatti, la velocità di sintesi aumenta in condizioni di elevata attività neuronale 
(neural firing), un effetto che è principalmente dovuto ad aumento del numero di 
molecole di enzima presenti nel neurone.
Al contrario, un aumento della concentrazione intracellulare dei prodotti  finali 
della sintesi delle catecolamine ha effetti inibitori sull’attività enzimatica. 
La  tirosina  idrossilasi  è  associata  al  reticolo  endoplasmatico  dei  nervi 
catecolaminergici e richiede tetraidropteridina e ioni Fe2+  per la sua attivazione.
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La α-metiltirosina è un farmaco che inibisce l’attività  dell’enzima,  agendo in 
maniera competitiva con il substrato naturale, e riduce la sintesi di DOPA. 
La  DOPA  non  si  accumula  nei  nervi  catecolaminergici  poiché  si  forma 
lentamente e viene rapidamente convertita in dopamina, ad opera della DOPA 
decarbossilasi. Questo enzima, che per la scarsa specificità di substrati viene 
anche  detto  <<decarbossilasi  degli  aminoacidi  aromatici>>,  richiede  il 
piridossalfosfato come coenzima e ha una localizzazione diffusa (è presente 
anche a livello renale ed epatico).  
La dopamina potrà poi essere convertita in noradrenalina nelle cellule cromaffini 
del  surrene  e  nei  neuroni  adrenergici   e  noradrenergici  grazie  all’enzima 
dopamina βidrossilasi.
La trasformazione di DOPA in dopamina è inibita in maniera competitiva da una 
serie di farmaci quali metildopa, carbidopa e benserazide; gli ultimi due, per la 
loro  caratteristica  di  non  essere  in  grado  di  superare  la  barriera 
ematoencefalica, vengono utilizzati, in associazione con L-DOPA, nella terapia 
del  morbo  di  Parkinson.  In  questo  modo  viene  inibita  a  livello  periferico  la 
trasformazione  della  L-DOPA in  dopamina  e  vengono  così  ridotti  i  possibili 
effetti  collaterali  che  possono  insorgere  per  stimolazione  dei  recettori 
dopaminergici periferici (vomito, ipotensione).
È opportuno ricordare che la sintesi di dopamina avviene in modesta misura 
nelle  cellule  endocrine  ma  in  misura  massiccia  nei  terminali  nervosi 
dopaminergici  a  livello  cerebrale;  a  questo  livello  la  dopamina  viene 
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immagazzinata  in  vescicole  e  successivamente  rilasciata  attraverso  un 
processo di esocitosi a sua volta indotto da eventi di depolarizzazione seguiti 
dall’ingresso di Ca2+.
La  dopamina  liberata  nello  spazio  sinaptico  viene  rapidamente  eliminata 
attraverso due principali meccanismi: ricaptazione e catabolismo.
La  ricaptazione  è  mediata  da  un  trasportatore  di  membrana  mentre  il 
catabolismo  è  dipendente  dall’azione  sequenziale  delle  catecol-O-metil 
transferasi  (COMT),  delle  monoamino  ossidasi  (MAO)  e  dell’aldeide 
deidrogenasi [Cooper et al., 1991].
Il prodotto finale della degradazione della dopamina è rappresentato dall’acido 
3metossi-4idrossifenilacetico (HVA). (Figura2).
Le MAO sono enzimi non specifici che deaminano ossidativamente anche altre 
monoamine,  quali  la  noradrenalina  e  la  serotonina;  sono  localizzate 
prevalentemente  sulla  membrana  esterna  dei  mitocondri  presenti  nella 
terminazione nervosa.
Esistono almeno due sottotipi di MAO: MAO-A e MAO-B. La dopamina risulta 
essere  un  ottimo  substrato  della  MAO-B;  il  prodotto  della  deaminazione 
ossidativa è rappresentato dall’acido 3-4 diidrossifenilacetico (DOPAC).
Gli  inibitori  delle  MAO  rappresentano  una  classe  di  farmaci  ad  attività 
antidepressiva, il cui capostipite è l’iproniazide. 
Le  COMT  sono  localizzate  preferenzialmente  in  sede  postsinaptica;  questi 
enzimi sono dotati di selettività per il gruppo catecolo e sono attivati da Mg2+ e 
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altri  cationi  bivalenti.  Sono in corso di  sviluppo farmaci  in grado di  bloccare 
l’attività delle COMT al fine di migliorare le caratteristiche farmacocinetiche e 
farmacodinamiche della L-DOPA nel trattamento del morbo di Parkinson. 
figura 1: sintesi della dopamina.
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figura 2: catabolismo della dopamina.
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1.2  ANATOMIA DEL SISTEMA DOPAMINERGICO
La localizzazione della dopamina è limitata ad un numero relativamente piccolo 
di  neuroni  (un  milione di  cellule  in  tutto  il  cervello)  ma la  sua distribuzione 
peculiare ne suggerisce uno specifico ruolo  funzionale.  A livello  del  sistema 
nervoso centrale sono state identificate cinque vie dopaminergiche (figura 3):
Via   mesocorticolimbica  (o  mesocorticale-mesolimbica).  Origina  dall’area  del 
tegmento ventrale (zona prossima alla substantia nigra) e proietta verso la 
neocortex (principalmente  lobi frontali, corteccia entorinale e piriforme) [via 
n.3  fig.3]  e  il  sistema limbico  (nucleo  accumbens,  parte  dell’amigdala  e 
dell’ippocampo) [via n.2 fig.3]; [Smith et al., 2000]. Il tratto mesocorticale ha 
un ruolo importante nei processi cognitivi, nella comunicazione e nell’attività 
sociale,  mentre  il  tratto  mesolimbico  è  coinvolto  nei  processi  emotivi 
mnesici,  nell’attività  locomotoria,  nel  comportamento  motivazionale  e  nel 
processamento degli stimoli [Salomone, 1991; Le Moal e Simon, 1991].
 I neuroni dopaminergici mesencefalici si sono dimostrati eterogenei per la 
presenza  di  cotrasmettitori.  Alcuni  neuroni,  infatti,  contengono  solo 
dopamina, altri  contengono dopamina e colecistochinina o neurotensina. Il 
significato  funzionale  della  presenza  di  cotrasmettitori  è  ancora  oscuro, 
tuttavia  rivela  che  l’efficacia  funzionale  dei  neuroni  dopaminergici  è 
modulata in modo diverso dai propri cotrasmettitori. 
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Via  nigrostriatale (via  n.1  fig.3).  Origina  dalla  substantia  nigra  e  proietta  al 
nucleo caudato e putamen, che nel loro insieme costituiscono il corpo striato 
[Smith et al., 2000].
A livello della substantia nigra esistono popolazioni neuronali diverse che 
danno origine a due tipi di terminazioni dopaminergiche: una che dà luogo 
ad una innervazione densa e diffusa, e l’altra che forma nel corpo striato 
aree specifiche densamente innervate dette striosomi. La via dopaminergica 
nigrostriatale fa parte del sistema extrapiramidale ed è preposto al controllo 
del tono muscolare e alla coordinazione motoria [Viallet et al., 1984; Baunez 
et al., 1995]. La degenerazione e la conseguente riduzione del numero e 
dell’attività  dei  neuroni  dopaminergici  nigrostriatali  costituisce  la  causa 
responsabile del quadro sintomatologico del morbo di Parkinson. [Malapami 
er al., 1994].
Vie  tuberoinfundibolare  e  tuberoipofisaria (via  n.4  fig.3).  Originano dai  corpi 
cellulari dopaminergici  dei nuclei arcuato e periarcuato dell’ipotalamo (area 
A12). Il sistema tuberoipofisario origina nella parte anteriore dell’area A12 e 
innerva  la  parte  intermedia  e  posteriore  dell’ipofisi,  dove  inibisce  la 
secrezione dell’ormone melanocito-stimolante ( α-MSH ) e della β-endorfina, 
degli  ormoni  ossitocina  e  vasopressina.  I  neuroni  del  sistema 
tuberoinfundibolare innervano lo strato esterno dell’eminenza mediana dove 
sono in stretto contatto con i capillari del sistema portale-ipofisario.
La  dopamina,  liberata  nel  circolo  portale-ipofisario  raggiunge  l’ipofisi 
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anteriore dove inibisce la secrezione della prolattina. Inoltre, nell’eminenza 
mediana  le  terminazioni  dopaminergiche  sono  in  stretto  contatto  con  i 
neuroni  che  producono  l’ormone  LH-liberatore  (LHRH)  e  tireotropo-
liberatore (TRH), di cui regolano l’attività.
Via medullo-periventricolare. Origina dal nucleo motorio del vago e proietta al 
talamo   e   all’ipotalamo.  Questa  via  potrebbe  essere  coinvolta  nella 
regolazione del comportamento alimentare.
Via incertoipotalamica. Forma delle connessioni all’interno dell’ipotalamo e con i 
nuclei laterali del setto, la sua funzione è ancora sconosciuta [Björklund e 
Lindvall, 1986].
 Inoltre, le cellule amacrine dello strato nucleare interno della retina contengono 
elevate concentrazioni  di  dopamina. Le cellule dopaminergiche innervano 
diversi  neuroni  responsabili  della  trasmissione  del  segnale  luminoso, 
attraverso un sistema diffuso denominato di “inibizione laterale”.
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Figura 3: Vie dopaminergiche. 1) Via nigrostriatale. 2)  Via   mesolimbica . 
               3) Via mesocorticale.  4) Via tubero infundibolare
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1.3  FISIOLOGIA DEL SISTEMA DOPAMINERGICO
Il  sistema dopaminergico  ha un ruolo  importante nel  controllo  di  numerose 
funzioni (figura 4a; 4b):
Controllo del tono muscolare e della coordinazione motoria.
Le vie nigrostriatali  fanno parte di un complesso circuito neuronale che 
collega  tra  loro  la  corteccia,  i  nuclei  della  base  (striato,  pallido  e 
amigdala),  il  talamo e la substantia nigra.  Questo circuito è coinvolto 
non  solo  nel  controllo  del  movimento,  ma  anche  nei  processi  che 
controllano  la  genesi  del  movimento,  nella  memorizzazione  e  nel 
recupero  di  informazioni  sia  motorie  che  psichiche.  Alterazioni  dei 
neuroni  dopaminergici  nigrostriatali  sono  alla  base  del  morbo  di 
Parkinson, sindrome neurologica caratterizzata da bradichinesia, rigidità 
muscolare,  tremore  a  riposo  e  anomalie  del  tono  posturale  e  del 
movimento [Malapami et al.,1994].
Controllo delle funzioni psichiche
Il sistema mesolimbico sembra coinvolto nei processi di memoria e in 
quelli emotivi: modificazioni della percezione e delle capacità intellettuali 
compaiono in alcuni tipi di epilessia psicomotoria e sono molto simili a 
quelle che si osservano nei pazienti schizofrenici.  Lesioni patologiche 
dell’area tegmentale laterale (da cui  origina il  sistema dopaminergico 
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mesolimbico)  provocano  demenza  e  l’insorgenza  di  episodi  psicotici.
[Gold et al.,1995; Berger et al.,2000].
Il  sistema  dopaminergico  mesocorticale  proietta  alla  corteccia 
prefrontale  che  è  coinvolta  in  importanti  funzioni  psichiche  superiori 
quali  l’attenzione,  la  motivazione,  la  pianificazione,  l’organizzazione 
temporale  del  comportamento  e  la  socializzazione.  Si  ritiene  che 
l’attivazione di questo sistema giochi un ruolo importante nei fenomeni 
di dipendenza da farmaci e sostanze d’abuso, quali eroina, cocaina e 
alcool.  È  importane  ricordare  che  i  pazienti  affetti  da  morbo  di 
Parkinson,  accanto  alla  sintomatologia  motoria  extrapiramidale 
mostrano  anche  ridotte  capacità  affettive  e  di  motivazione  e  scarsa 
spontaneità. L’importanza dei sistemi dopaminergici centrali nel controllo 
delle  funzioni  psichiche  è  ulteriormente  dimostrata  dal  fatto  che  la 
potenza  clinica  dei  farmaci  antipsicotici  utilizzati  nella  terapia  delle 
schizofrenia è linearmente correlata alla capacità di bloccare  i recettori 
dopaminergici (in particolare il sottotipo D2).
Azione sulla zona chemorecettrice  di innesco del vomito ( CTZ)
Recettori dopaminergici sono presenti in questa zona, situata nell’area 
postrema nel  pavimento del  IV ventricolo  del  midollo  allungato;  nella 
CTZ sono presenti anche recettori colinergici ed istaminergici.  Mentre 
l’attivazione dei recettori dopaminergici (prevalentemente D2) induce il 
vomito,  antagonisti  sui  recettori  dopaminergici,  muscarinici  ed 
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H1istaminici e agonisti dei recettori serotoninergici  5-HT3 sono dotati di 
attività antiemetica.
 È da notare che recettori dopaminergici sono anche situati a livello della 
parete  gastrica  dove  sembrano  mediare  l’inibizione  della  motilità 
gastrica  che  si  ha  in  corso  di  nausea  e  vomito.  Farmaci  ad  attività 
antidopaminergica  possono  quindi  rappresentare  un  utile  strumento 
farmacologico per il controllo del vomito (per esempio metoclopramide).
Azione   sull’ipotalamo  
Sono stati identificati neuroni e recettori dopaminergici in nuclei specifici 
dell’ipotalamo.  In  particolare  l’attivazione di  recettori  dopaminergici  di 
tipo D2 nel nucleo perifornicale produce una diminuzione del consumo di 
cibo e l’assunzione di farmaci antipsicotici ad attività antidopaminergica 
induce un aumento ponderale. Anche la temperatura corporea è in parte 
regolata  dalla  dopamina;  la  stimolazione  dei  recettori  D2  ipotalamici 
induce ipotermia nell’animale da esperimento mentre in alcuni pazienti 
psichiatrici in terapia con antipsicotici si può manifestare una alterazione 
dei sistemi termoregolatori con marcata ipertermia (“sindrome maligna 
da neurolettici“).
Controllo di sistemi endocrini
La  dopamina  è  il  principale  fattore  inibitorio  della  secrezione  di 
prolattina.
 I  neuroni  che  mediano  questo  effetto  originano  nel  nucleo  arcuato 
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dell’ipotalamo e fanno parte del sistema tuberoinfundibolare. I recettori 
ipofisari attraverso cui la dopamina esercita il suo effetto inibitorio sul 
rilascio  di  prolattina  sono  del  sottotipo  D2;  il  blocco  da  parte  dei 
neurolettici  provoca  una  marcata  iperprolattinemia  con  insorgenza  di 
amenorrea  e  galattorrea  nella  donna,  impotenza  e  ginecomastia 
nell’uomo.
La dopamina interviene anche nella regolazione pulsatile  dell’ormone 
somatotropo e nel controllo inibitorio della secrezione di MSH (ormone 
melanocito-stimolante), β-endorfina,  ossitocina e vasopressina.
Controllo   della pressione arteriosa e dell’equilibrio idrosalino  
In molti distretti periferici sono presenti recettori dopaminergici.
A livello  delle  arterie  mesenterica  e  renale  sono  stati  evidenziati  sia 
recettori D1 postsinaptici  associati alla stimolazione dell’adenilato-ciclasi 
e  in  grado  di  indurre  vasodilatazione  diretta,  che  recettori  D2 
postsinaptici probabilmente coinvolti nel controllo del tono vasale.
I  recettori  D2 sono anche presenti  a  livello  dei  gangli  simpatici  dove 
inibiscono la trasmissione gangliare,  nella midollare del surrene dove 
inibiscono la secrezione della adrenalina e sulle terminazioni simpatiche 
dove inibiscono il release di noradrenalina.
È stata inoltre accertata la presenza di recettori D1 e D2 nella corticale 
del surrene. Gli studi di tipo funzionale hanno dimostrato che a questo 
livello  la  dopamina  inibisce  la  secrezione  di  aldosterone  indotta  da 
22
angiotensina  II.  Questo  effetto  si  riscontra  solo  nella  risposta 
all’angiotensina II, suggerendo un’interazione specifica tra i recettori D2, 
i recettori per l’angiotensina II e i meccanismi intracellulari associati alla 
sintesi e secrezione dell’aldosterone.
Recettori  dopaminergici  sono  presenti  anche  a  livello  renale.  Nei 
glomeruli corticali sono presenti sia recettori D1 postsinaptici, prevalenti 
sulle arteriole preglomerulari e in grado di mediare la vasodilatazione, 
che recettori D2 con funzione inibitoria del tono adrenergico. I recettori 
D1 sono stati localizzati anche sull’epitelio del tubulo contorto prossimale 
e  del  tubulo  contorto  distale.  Questi  recettori  sembrano  essere 
responsabili  dell’inibizione  del  riassorbimento  di  Na+ e  quindi 
dell’aumento  della  natriuresi  notato  con  la  somministrazione  di 
dopamina.  A  livello  del  tratto  midollare  del  nefrone  sono  invece 
prevalenti i recettori D2. 
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Figura 4a  Fisiologia del sistema dopaminergico
CONTROLLO DEL TONO MUSCOLARE E DELLA COORDINAZIONE 
MOTORIA  
    
Via nigrostriatale       CONTROLLO DEL MOVIMENTO
     ( sistema extrapiramidale)       GENESI DEL MOVIMENTO 
                                                      MEMORIZZAZIONE 
                                                      RECUPERO INFORMAZIONI MOTORIE E PSICHICHE
 CONTROLLO DELLE FUNZIONI PSICHICHE
Sistema mesolimbico  PROCESSI DI MEMORIA
                                               PROCESSI EMOTIVI
Sistema mesocorticale  ATTENZIONE
                                                 MOTIVAZIONE
                                                        PIANIFICAZIONE
                                                        ORGANIZZAZIONE TEMPORALE DEL
                                                        COMPORTAMENTO
                                                        SOCIALIZZAZIONE
AZIONE SULLA ZONA CHEMORECETTRICE DI INNESCO DEL VOMITO 
Attivazione      =======    VOMITO 
     recettori dopaminergici (CTZ)
Recettori dopaminergici  INIBIZIONE MOTILITÀ GASTRICA
            parete gastrica                              ( in corso di nausea e vomito)
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Figura 4b Fisiologia del sistema dopaminergico
                    
AZIONE SULL’IPOTALAMO
Attivazione D2 nucleo perifornicale  DIMINUZIONE CONSUMO DI CIBO
Attivazione D2 ipotalamici   REGOLAZIONE TEMPERATURA CORPOREA
CONTROLLO DI SISTEMI ENDOCRINI
Nucleo arcuato dell’ipotalamo   INIBIZIONE SECREZIONE PROLATTINA
                                                                                            (azione su D2 ipofisari)
                                                                         REGOLAZIONE ORMONE SOMATOTROPO
                                                                       CONTROLLO INIBITORIO SECREZIONE MSH,
                                                                         INIBIZIONE β-ENDORFINA,OSSITOCINA,
                                                                           VASOPRESSINA                     
                                                  
                                                             
CONTROLLO DELLA PRESSIONE ARTERIOSA E DELL’EQUILIBRIO 
IDROSALINO
Arteria mesenterica e renale  VASODILATAZIONE DIRETTA (D1)
                                                               CONTROLLO DEL TONO VASALE (D2)
Gangli simpatici                    INIBIZIONE TRASMISSIONE GANGLIARE (D2)
Midollare surrene                  INIBIZIONE SECREZIONE ADRENALINA (D2)
Terminazioni simpatiche       INIBIZIONE RELEASE NORADRENALINA (D2)
Corticale surrene                   INIBIZIONE SECREZIONE ALDOSTERONE (D1 e D2)
Glomeruli corticali                 VASODILATAZIONE (D1)
                                                     INIBIZIONE TONO ADRENERGICO (D2)
Epitelio tubulo contorto         INIBIZIONE RIASSORBIMENTO Na+
        prossimale e distale                    AUMENTO NATRIURESI 
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1.4  SISTEMA DI TRASPORTO DELLA DOPAMINA
Il  neurotrasmettitore  liberato  nello  spazio  sinaptico,  oltre  a  combinarsi  con i 
recettori specifici pre- o post-sinaptici, è esposto ad una serie di meccanismi i 
cui  scopi  sono  di  abbassarne  la  concentrazione  (promuovendo  così  la 
dissociazione dai recettori e la cessazione dell’effetto recettoriale) e, in alcuni 
casi, di ridurre la necessità di sintesi ex-novo di neurotrasmettitore da parte dei 
terminali sinaptici.
I meccanismi che modulano l’intensità del segnale neurotrasmettitoriale sono:
la degradazione enzimatica;
 il  recupero  del  neurotrasmettitore  da  parte  della  terminazione  nervosa 
[Iversen, 1975];
 la ricaptazione del neurotrasmettitore da parte delle cellule gliali;
 la diffusione extra-sinaptica;
Il  processo  di  ricaptazione  (o  reuptake)  ad  opera  di  trasportatori  specifici 
localizzati  sulla  membrana  del  terminale  nervoso,  è  il  maggior  responsabile 
della cessazione del segnale neurotrasmettitoriale a livello delle terminazioni 
aminergiche  (figura  5).  Una  volta  nel  citoplasma,  il  neurotrasmettitore  può 
essere  trasferito  nelle  vescicole  sinaptiche  ad  opera  del  trasportatore 
vescicolare o venire metabolizzato; a questo proposito, è opportuno ricordare 
che i trasportatori di membrana e vescicolari, pur avendo una struttura terziaria 
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simile, differiscono dal punto di vista molecolare e soprattutto dal punto di vista 
farmacologico.
È interessante notare come il meccanismo di reuptake consenta un notevole 
risparmio  energetico,  rendendo  la  terminazione  nervosa  relativamente 
indipendente  dal  corpo cellulare  anche durante  periodi  prolungati  di  intensa 
attività secretoria.
I trasportatori di membrana si possono distinguere in almeno due famiglie: 
la  prima  è  rappresentata  dai  trasportatori  per  gli  aminoacidi  eccitatori 
(aspartato, glutammato), la cui funzionalità dipende dal cotrasporto di Na+ e dal 
controtrasporto  di  K+;  la  seconda  è  formata  invece  dai  trasportatori  per  le 
catecolamine,  serotonina,  GABA,  glicina,  taurina  ed  è  dipendente  da  un 
cotrasporto di Na+ e Cl-.
 La  direzione  e  la  velocità  del  trasporto  per  entrambi  i  tipi  di  trasportatore 
dipendono  dal  gradiente  di  Na+;  il  trasporto  può  quindi  rallentare  o  perfino 
invertirsi durante la depolarizzazione o a causa di inibizione della pompa  Na+/
K+ ATPasica che determina il mantenimento del gradiente di Na+ tra interno ed 
esterno della cellula (figura 6).
Esistono  infatti  alcune  condizioni  in  cui  i  trasportatori  lavorano  in  maniera 
inversa, estrudendo i neurotrasmettitori anziché ricaptarli; questo si verifica:
In  caso  di  aumento  della  concentrazione  dei  neurotrasmettitori  nel 
citoplasma;
In caso di  diminuzione del gradiente di Na+ ;
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In presenza di un’alta concentrazione nello spazio sinaptico di un substrato 
che può essere trasportato dallo stesso trasportatore; è quest’ultimo il 
caso di molte amine simpaticomimetiche indirette, che non solo vengono 
controtrasportate  ma  che,  una  volta  nel  citoplasma,  spiazzano  dalle 
vescicole le amine naturali.
Figura 5: Sinapsi dopaminergica
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figura 6 : Sinapsi delle amine biogene e gradienti elettrochimici
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Molti trasportatori sono stati clonati ma non si è ancora stabilita precisamente la 
loro  struttura  terziaria.  In  genere  essi  sono  caratterizzati  da  8-12  domini 
transmembrana e da regioni relativamente ristrette e variabili che conferiscono 
loro  la  specificità  per  un  certo  neurotrasmettitore;  inoltre  si  rileva  in  essi 
un’elevata  omologia  nelle  catene  transmembrana  1-2  e  4-8,  omologia  che 
evidenzia l’importanza di  queste regioni nella funzione di  trasporto [Amara e 
Kuhar, 1993]. Il trasportatore della dopamina (DAT) risulta essere un elemento 
chiave nel controllo dell’omeostasi dei neuroni dopaminergici [Giros et al., 1996; 
Jones  et  al.,  1998],  poiché  il  selettivo  processo  di  ricaptazione  nei  neuroni 
presinaptici costituisce il più importante meccanismo di controllo della dopamina 
extracellullare che viene rilasciata in seguito ad un impulso neuronale.
Il  DAT è  stato  oggetto  di  parecchi  studi  dal  momento  che le  molecole  che 
presentano per  esso un’alta  affinità  sono alcune sostanze d’abuso come le 
anfetamine, alcuni farmaci antidepressivi e le neurotossine (MPTP e 6-idrossi-
DA) [Gainetdinov et al., 1997; Seiden e Sabol, 1995].
La più alta espressione dei livelli di mRNA e proteina del DAT è stata osservata 
nelle  vie  dopaminergiche  nigrostriatali  e  mesolimbiche,  una  presenza 
significativamente  meno pronunciata  nella  corteccia  frontale  e  nell’ipotalamo 
con  dei  livelli  sensibilmente  più  bassi  nel  bulbo  olfattorio.  Il  profilo  di 
distribuzione  del  DAT,  che  non  corrisponde  completamente  alla  densità  dei 
neuroni dopaminergici,  mostra che i  livelli  di  espressione di questa molecola 
possono variare tra differenti  gruppi  cellulari  dopaminergici  [Nirenberg et  al., 
1997]. Il trasportatore della dopamina è una glicoproteina di membrana di 80 
KDa che contiene acidi sialici e carboidrati (N-linked) [Grigoriadis et al., 1989; 
Sallee et al., 1989; Berger et al., 1991]. Questa proteina carrier è stata clonata 
in molte specie [Giros et al., 1991; Shimada ed al., 1991; Usdin et al., 1991] ed 
il modello correntemente accettato della sua struttura  è rappresentato da una 
catena  polipeptidica   di  620  aminoacidi  (umano),  organizzati  in  12  putativi 
domini  transmembrana,  con  entrambi  i  domini  amino-  e  carbossi-terminali 
localizzati nel citoplasma. Il DAT mostra un’elevata omologia di sequenza con il 
trasportatore della norepinefrina (67%), con il trasportatore della 5-HT (49%) e 
con il trasportatore del GABA (45%).
Alcuni studi hanno dimostrato l’esistenza di una suddivisione di tipo funzionale 
delle diverse regioni transmembrana del DAT: 
i domini 1-4 sembrano coinvolti soprattutto nell’attività di trasporto;
i domini 5-8 sono interessati nel legame con sostanze psicostimolanti come 
la cocaina;
i domini 11-12 sono coinvolti nel trasporto di neurotossine (MPP+);
[Giros et al., 1994; Buck e Amara, 1995].
Il  trasportatore della dopamina presenta inoltre diversi  siti  di  fosforilazione a 
livello intracellulare e 3-5 siti di N-glicosilazione a livello extracellulare [Shimada 
et al., 1991; Kilty et al., 1991; Giros et al., 1992; Vanderbergh et al., 1992].
I siti di glicosilazione sono localizzati nel secondo loop extracellulare posto tra i 
segmenti transmembrana 3-4. Alcuni dati indicano che l’assenza di più di due 
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siti di glicosilazione riduce notevolmente l’espressione del trasportatore [Lin et 
al., 1999] e l’assenza di glicosilazione per azione delle glicosidasi riduce il peso 
molecolare della proteina a 50 KDa [Vaughan et al., 1996]. (Figura 7)
SITI DI GLICOSILAZIONE
                                                               SITI DI FOSFORILAZIONE
figura 7: Rappresentazione schematica del trasportatore della dopamina
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L’attività  di  trasporto  da  parte  del  DAT prevede  una  serie  di  step  obbligati 
rappresentati  dal  legame e dalla traslocazione del  ligando presente a livello 
extracellulare,  dal  release  a  livello  intracellulare  del  ligando  e  infine  dal 
riorientamento della  proteina carrier  verso l’esterno affinché un altro ciclo  di 
trasporto possa verificarsi [Rudnick 1997].
Questo  processo  di  uptake  della  dopamina,  caratterizzato  da  modificazioni 
steriche del trasportatore, è strettamente legato alla presenza di ioni Na+ e ioni 
Cl- all’esterno.
Alcuni  studi  elettrofisiologici  sul  DAT  umano  clonato  suggeriscono che  il 
movimento  di  ioni  durante  la  traslocazione  del  substrato  non  segue  una 
semplice  stechiometria  secondo  cui  due  ioni  Na+ e  uno  ione  Cl-  vengono 
cotrasportati  con  una  molecola  di  dopamina,  ma  probabilmente  l’attività  di 
trasporto Na+-Cl- dipendente è molto più complessa [Chen et al., 1999; Sonders 
et al.,1997]; inoltre il K+ sembra avere un ruolo inibitorio sull’attività di trasporto 
del DAT interferendo a livello di legame tra dopamina e proteina di trasporto 
[Krueger,1990; McElvain e Schenk 1992]. È stato anche identificato un binding-
site per lo Zn++ costituito da tre residui presenti sul versante esterno del carrier 
[Norregaard et al., 1998; Loland et al., 1999], anch’esso con un ruolo inibitorio 
sul processo di uptake.
Esistono comunque delle tappe obbligate di legame sulla proteina di trasporto 
ampiamente confermate da molti studi  [Chen et al., 1999]:
il  complesso  molecolare  di  trasporto  lega  in  prima  istanza  il  Na+ ed  in  un 
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secondo momento la dopamina. La traslocazione si verifica soltanto dopo che il 
Na+ e la dopamina hanno raggiunto il loro sito di legame.
DAT + Na+  DAT- Na+
DAT- Na+ + Dopamina  DAT- Na+-Dopamina  traslocazione
La funzionalità del trasportatore della dopamina è inoltre regolata  da eventi di 
fosforilazione  mediati  dalla  proteina  kinasi  calcio  dipendente  (PKC)  e  dalla 
proteina kinasi AMP ciclico dipendente (PKA). La sequenza primaria del carrier 
della dopamina contiene infatti diversi siti di fosforilazione in corrispondenza dei 
domini intracellulari.
La fosforilazione da parte delle PKC interessa in particolare alcuni residui di 
serina  e si  riflette nel sequestro della proteina [Zhu et al.,1997; Pristupa et 
al.,1998;  Melikian  e  Buckley,1999]  e  nella  down  regulation  dell’attività  di 
trasporto [Kitayama et al.,1994; Huff et al.,1997].
Al contrario, l’attività di trasporto della dopamina è stimolata dall’ AMP ciclico e 
quindi dalla PKA , in particolare a livello ipotalamico [Kadowaki et al.,1990].
Queste  evidenze  dimostrano  che  il  sistema  di  reuptake  della  dopamina  è 
controllato  da due sistemi opposti regolati rispettivamente dalle kinasi PKA e 
PKC.
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1.5  DISTURBI PSICOTICI
Con il termine “psicosi” si fa riferimento ad una sindrome, ovvero un insieme di 
sintomi, che può associarsi a diversi disturbi psichiatrici. E’ una condizione in 
cui  le  capacità  mentali  di  un  soggetto,  la  risposta  affettiva,  la  capacità  di 
riconoscere  la  realtà,  di  comunicare  e  di  vivere  relazioni  con  gli  altri  sono 
compromesse.
Nel  D.S.M-IV  i  sintomi  psicotici  possono  essere  variamente  inquadrati  tra  i 
disturbi  dell’umore,  come  episodi  affettivi  con  sintomi  psicotici,  nella 
schizofrenia e in un gruppo di condizioni dai confini arbitrari che comprende il 
disturbo  schizoaffettivo,  disturbo  schizofreniforme,  psicosi  reattiva  breve, 
disturbo delirante, disturbo psicotico indotto e disturbo psicotico non altrimenti 
specificato.
I disturbi psicotici sono caratterizzati da sintomi psicotici. In alcuni casi la loro 
presenza è  necessaria  per  porre  diagnosi,  ad  esempio  di  schizofrenia  o  di 
disturbo schizofreniforme. In altri casi i sintomi psicotici sono presenti, ma non 
risultano  indispensabili  per  la  diagnosi  come  nel  caso  della  mania  e  della 
depressione.
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Le psicosi, inoltre, sono caratterizzate da:




I sintomi negativi sono molto simili a quelli di una sindrome da “ipofrontalità”. E’ 
stata, infatti, ampiamente documentata una ipoattivazione del lobo prefrontale, 
anche se molto probabilmente, coesistono alterazioni funzionali ad altri livelli, 
come le strutture limbiche e il lobo temporale.
I  sintomi  positivi,  invece,  sono  correlati  ad  una  iperattività  delle  vie 
mesolimbiche, di tipo dopaminergico e probabilmente anche con altre strutture, 
come aree corticali o particolari popolazioni recettoriali come i 5-HT2.
Per  schizofrenia s’intende  un  insieme  di  quadri  clinici  caratterizzati  da 
evoluzione cronica, deterioramento della personalità, sintomi psicotici in almeno 
alcune fasi del decorso. 
Non sembrano esistano differenze legata al sesso, se non per quanto riguarda 
l’età di esordio più tardiva nelle femmine. Viene riportata un incidenza maggiore 
nelle classi sociali meno agiate e,da studi effettuati sulle famiglie dei pazienti 
schizofrenici si  ricava che, quelli di primo grado hanno un rischio 18 volte più 
elevato rispetto alla popolazione generale, di sviluppare il disturbo. 
Occorre  distinguere  tra  livello  eziologico,  di  cui  poco  si  conosce,  e  livello 
patogenetico, meglio definito. Tra i fattori eziologici si distinguono:
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1.  Fattori  endogeni: il  disturbo  è  conseguente  a  una  modifica  strutturale 
riconducibili a fattori ereditari o neurodegenerativi :
- Fattori genetici. Operano in modo non uniforme; la trasmissibilità dello spettro 
schizofrenico  non  appare  seguire  lo  schema  mendeliano.  La  più  probabile 
modalità di trasmissione è ”a Singolo Locus Maggiore” ossia, il manifestarsi del 
disturbo è legato all’effetto di un singolo gene di ”suscettibilità” che interagisce 
con fattori ambientali. In alcune famiglie studiate è stata indicata un’alterazione 
a livello del braccio lungo del cromosoma 5.
-  Anomalie  epigenetiche di  sviluppo.Vi  sono almeno due fasi  maturative  del 
Sistema Nervoso Centrale, la prima in occasione della migrazione dei neuroni 
dalla profondità in superficie in periodo embrionale, la seconda al momento in 
cui, nell’adolescenza, si verifica uno sfoltimento di sinapsi e dendriti esuberanti. 
Anomalie sia nella prima fase che nella seconda potrebbero essere correlate al 
verificarsi della Schizofrenia.
2.  Fattori esterni specifici:
 - Virus. Sono stati chiamati in causa il virus influenzale che colpisce la madre in 
gravidanza,  retrovirus,  virus ad  alta  affinità  per  i  recettori  del  SNC.  I  dati  a 
conferma di questa ipotesi sono carenti, essendovi solo sporadiche evidenze 
indirette, come l’aumento liquorale di anticorpi specifici per alcuni virus.
3. Fattori esterni aspecifici: si ipotizza una particolare risposta del cervello, in 
soggetti vulnerabili a :
 -  Eventi stressanti. Viene riferita la possibilità di una sommazione degli effetti 
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di eventi stressanti nel favorire l’insorgenza della schizofrenia.
-  Cause  fisiche  e  traumatiche. Viene  considerata  la  possibilità  che 
microtraumatismi,  sollecitino  reinnervazioni  anomale  e  “misconnessioni”, 
soprattutto in periodo perinatale.  Sono state chiamate in causa complicanze 
ostetriche, specie se associate a familiarità per  schizofrenia.
Si ammette che i fattori eziologici agenti singolarmente o, più  probabilmente, in 
combinazione,  diano  poi  luogo  a  quel  processo  di  disorganizzazione 
monofunzionale.
Tra i fattori patogenetici si distinguono: 
 1. Alterazioni nei sistemi neurotrasmettoriali  cerebrali:   Carlsson formula 
l’ipotesi dopaminergica della schizofrenia, secondo cui le manifestazioni cliniche 
sono determinate da iperattività dei sistemi dopaminergici.  Questa ipotesi  va 
comunque  integrata  con  i  dati  che  depongono  per  il  convolgimento  di  altri 
sistemi  neurotrasmettoriali.  In  particolare,  sono state  descritte  alterazioni  del 
sistema  serotoninergico.  Considerata  la  stretta  interazione  tra  i  due  sistemi 
neurotrasmettoriali  DA  e  5-HT,  con  un’azione  regolatoria  prevalentemente 
inibitoria  esercitata  da  quest’ultima  sul  sistema  DA,  si  può  presumere  un 
elevato rapporto DA/5-HT all’origine dei sintomi positivi e, all’opposto, un basso 
rapporto all’origine dei sintomi negativi. Anche nel sistema noradrenergico sono 
state  riscontrate  alterazioni  e  recentemente è stato  considerato un possibile 
ruolo  svolto  da  peptidi  oppioidi  e  della  colecistochinina  interferenti  con  il 
turnover della dopamina. 
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2.  Alterazioni  neurofisiologiche  cerebrali: con  varie  metodiche  (RBCF  e 
SPCT  per  la  misura  del  flusso  ematico  cerebrale,  PET  per  la  misura  del 
metabolismo cerebrale) è stata riscontrata un’insufficienza funzionale del lobo 
frontale,  più  evidente  nelle  regioni  posteriori  e  con  stimolo  ai  test  Cognitivi 
(ipofrontalità).  E’  stata  segnalata  anche  una  riduzione  del  flusso  frontale  e 
contemporaneamente  un’asimmetria  funzionale  tra  i  due  emisferi  con 
prevalenza  frontotemporale  sinistra.  Spesso  vengono  riscontrate  alterazioni 
EEG di tipo simil-epilettico, specie a livello del lobo temporale. E’ segnalato un 
aumento  dell’attività  delta  e  theta,  bilateralmente  in  sede  frontale.  Essendo 
l’attività  delta  associata  a  disattivazione  funzionale  dell’area  interessata,  ne 
deriverebbe un ulteriore conferma dell’ipofunzione frontale. 
3.   Alterazioni  morfologiche  funzionali :  studi  istopatologici  post  mortem 
indicano alterazioni di tipo atrofico primitivo, prevalentemente a livello del giro 
cingolato  e  della  corteccia  ippocampale  del  lobo  temporale,  aree  collegate 
all’integrazione  delle  emozioni.  Con  tecniche  in  vivo  (TAC  e  RNM)  è  stata 
messa in evidenza, nel 25-30% dei casi, una modesta dilatazione dei ventricoli 
laterali,  già riscontrabile in fasi iniziali  del disturbo schizofrenico e stabile nel 
tempo.  Con  l’applicazione  più  recente  della  RMN  sono  state  identificate 
alterazioni più sottili, e più specifiche per la schizofrenia, come una riduzione 
dell’area frontale più marcata a sinistra, alterazioni del complesso ippocampo-
amigdala-corteccia temporale, anch’esse prevalenti a sinistra, e alterazioni del 
corpo calloso. 
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Sintomatologia:  Le  manifestazioni  cliniche  sono  molteplici  e  mutevoli  nel 
tempo. Non vi sono sintomi patognomonici. 
Caratteristica  è  la  presenza  di  allucinazioni,  specie  in  fase  acuta  più 
frequentemente  uditive,  ma anche visive,  tattili,  gustative,  olfattive,  anche in 
combinazione. Le allucinazioni uditive possono consistere in rumori, musica, e 
voci  sussurrate  o  distinte,  che  si  esprimono  con  parole  o  frasi,  e  possono 
essere talora udite da diverse parti del corpo. Frequente è l’esperienza di voci 
dialoganti  tra  loro  che  si  esprimono  in  maniera  offensiva  e  denigratoria  nei 
confronti  del  paziente.  Le  allucinazioni  olfattive  e  gustative  hanno  spesso 
caratteristica di odori e sapori sgradevoli. Le allucinazioni tattili corrispondono 
all’esperienza di essere compenetrato, toccato. 
Il  grave deficit  del  potere  critico  si  associa  allo  sviluppo  di  idee  deliranti. 
Secondo il contenuto, i deliri sono frequentemente persecutori, più raramente di 
influenzamento e di controllo, grandiosi, nihilistici, erotici, mistico-religiosi. 
Il  disturbo  delle  associazioni  ideative  è  un’altra  alterazione  tipica  della 
schizofrenia. Consiste nella perdita delle connessioni logiche del pensiero che 
diviene incoerente, confuso e inaccessibile alla comprensione da parte degli 
altri. Elemento essenziale è la perdita o la riduzione della capacità di controllo e 
di  direzionamento  sul  flusso  del  pensiero.  Nell’ambito  di  questa 
disorganizzazione  del  pensiero  si  possono  riscontrare  manifestazioni  di 
distorsione  logica  (pensiero  magico,  sillogismi),  creazione  di  nuovi  termini 
semantici (neologismi) e vari gradi di perdita della struttura del discorso. 
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I  disturbi  formali  del  pensiero  possono  distinguersi  in  positivi  (incoerenza, 
deragliamento, illogicità) e negativi (alogia). 
Kraepelin conferiva importanza ai  disturbi  dell’attenzione  e  disturbi della vita 
emotiva, caratterizzati dall’ottundimento emotivo. 
Frequentemente  si  rileva  diminuzione  degli  stimoli  volitivi,  con  possibilità  di 
agitazione, eccitamento motorio e trasformazione degli impulsi motori in azioni. 
In  questo  contesto  si  collocano  le  stereotipie  motorie  (dondolamento),  la 
verbigerazione,  i  manierismi  (smorfie),  automatismi  al  comando  come 
catalessia, ecolalia e ecoprassia. Anomalie motorie di rilevanza sono lo stupor 
catatonico, in cui il paziente, pienamente cosciente, è immobile, mutacico e non 
rispondente  alle  stimolazioni  e  l’eccitamento  catatonico,  con  attività  motoria 
incontrollata e afinalistica. I pazienti possono mantenere a lungo posture strane 
e scomode. 
Disturbi somatici comprendono anomalie del sonno, del desiderio sessuale e di 
varie funzioni vegetative. Con l’aggravamento e la cronicizzazione del quadro 
clinico si manifestano deterioramento della personalità, perdita di progettualità e 
ritiro sociale. Kraepelin distingue tre “gruppi principali, collegati l’uno all’altro da 
graduali  passaggi”:  la  forma  ebefrenica,  le  forme  catatoniche,  e  le  forme 
paranoidi. 
La forma ebefrenica,  ”malattia  della  prima età specialmente dell’epoca dello 
sviluppo”  è  caratterizzata  dalle  manifestazioni  affettive,  come  apatia, 
disinteresse,  disadattamento  e  incapacità  a  svolgere  le  normali  attività 
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quotidiane. 
Le  forme  catatoniche  sono  caratterizzate  dalla  presenza  di  manifestazioni 
motorie  spasmodiche e di  arresto.  I  sintomi  più  significativi  sono lo  stupore 
catatonico,  il  negativismo,  le  stereotipie  e  le  perseverazioni,  gli  impulsi,  la 
suggestionabilità con atti di obbedienza ”automatica”. 
Le forme paranoidi,  in  cui  idee deliranti  e  disturbi  psicosensoriali  formano il 
disturbo più accentuato. 
Il DSM IV accetta le forme ebefrenica (denominata disorganizzata), catatoniche 
e  paranoidea  e  introduce  un  tipo  residuo,  con  sintomi  negativi,  e  un  tipo 
indifferenziato, nei casi non classificabili nelle categorie precedenti. 
Sulla base di ciò è stata proposta una suddivisione in due sole forme cliniche: 
1)  tipo  I,  con  presenza  di  sintomi  “positivi”,  come deliri,  le  allucinazioni,  la 
disorganizzazione  produttiva  del  pensiero  e  il  comportamento  bizzarro  e 
disorganizzato. Il decorso tende ad essere acuto, la prognosi è relativamente 
buona, come pure la risposta al trattamento neurolettico; 
2) Tipo II, con sintomi “negativi”, quali alogia, appiattimento affettivo, asocialità, 
anedonia, anergia, apatia, disturbi dell’attenzione. Il decorso tende ad essere 
lentamente  peggiorativo,  la  prognosi  in  genere  è  negativa,  la  risposta  ai 
neurolettici è scarsa.
 La schizofrenia si caratterizza di 3 fasi: 
Fase prodromica. Si manifesta con un netto, ma progressivo cambiamento, che 
può  essere  scambiato  per  una  crisi  adolescenziale  transitoria,  o  per  una 
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reazione  abnorme  a  eventi  stressanti.  I  caratteri  distintivi  sono  però  la 
persistenza e la tendenza al peggioramento. I sintomi più importanti sono il ritiro 
sociale  e  lo  scadimento  nelle  attività  scolastiche  o  lavorative  e  ricreative. 
Possono manifestarsi nuovi interessi alquanto bizzarri e modeste alterazioni del 
pensiero.
 Ansia, distraibilità, irritabilità, difficoltà di concentrazione, depersonalizzazione, 
dubbi sulla propria identità e le proprie origini, impulsività e bizzarie, insonnia, 
sono  frequentemente  presenti.  La  durata  di  questa  fase  è  estremamente 
variabile, da giorni a settimane nei casi a decorso acuto, a mesi o anni nei casi 
a decorso subdolo o progressivo. 
Fase attiva. Si manifesta, dopo un periodo variabile con la presenza di sintomi 
tipici. Può essere in relazione ad eventi stressanti, anche lievi. Per la diagnosi è 
necessario che il disturbo duri almeno 6 mesi, includendo almeno un mese di 
sintomi. Nel corso del disturbo si può avere un’unica fase attiva, a cui segue poi 
la fase residua, oppure si possono avere più fasi attive variamente intervallate. 
L’età di massima frequenza d’esordio è ritenuta tra i 18 e i 25 anni. 
Fase  residua.  Segue  la  fase  attiva  ed  ha  caratteristiche  affini  con  la  fase 
prodromica. Tuttavia, il deterioramento delle capacità di funzionamento a livello 
scolastico, lavorativo, sociale e familiare è più grave. Anche l’affettività è più 
spenta. 
Circa un terzo dei pazienti con diagnosi di schizofrenia va incontro a remissione 
completa, ma un numero significativo di pazienti va incontro a cronicità. Vi è il 
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pregiudizio diffuso che il malato schizofrenico possa avere dei comportamenti 
pericolosi, intendendo comportamenti aggressivo- impulsivo con conseguenze 
dannose  per  le  persone  che  lo  circondano.  Anche  se  sono  possibili  questi 
comportamenti, non è stata dimostrata un’incidenza maggiore di comportamenti 
pericolosi nella schizofrenia rispetto alla popolazione generale. 
Diverso  è  il  problema  del  suicidio.  Vari  studi  hanno  dimostrato  infatti, 
un’incidenza  superiore  negli  schizofrenici  nei  confronti  della  popolazione 
generale. Il suicidio avviene spesso con modalità insolite e impulsive. 
La schizofrenia deve essere posta in diagnosi differenziale con le altre patologie 
psichiatriche con sintomi psicotici: 
• Disturbo delirante. I deliri, della durata di almeno un mese, non sono 
bizzarri  e  non  sono  presenti  gli  altri  sintomi  caratteristici  della 
schizofrenia. E’ ammessa la presenza di allucinazioni tattili e olfattive, se 
in relazione con il tema delirante. 
• Psicosi reattiva breve. Viene diagnostica per episodi della durata da un 
giorno a un mese, con eventuale ritorno completo a livello premorboso. I 
sintomi psicotici possono o meno essere conseguenti a fattori di stress 
consistenti, o manifestarsi entro 4 settimane nel post-partum. 
• Disturbo  psicotico  indotto.  Lo  sviluppo  del  delirio  nella  seconda 
Persona avviene in un contesto di relazione stretta con un’altra persona 
con un delirio già stabilizzato. 
• Psicosi  schizofreniforme.  Differisce  dalla  schizofrenia  solo  per  la 
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durata dei sintomi. I sintomi presentano una remissione completa entro 
sei  mesi  dall’insorgenza,  questo  limite  temporale  include  la  fase 
prodromica, la fase acuta e la fase residua. 
• Sindrome schizoaffettiva. Sono presenti alterazioni dell’umore associati 
ai sintomi psicotici. 
• Disturbi dell’umore con manifestazioni psicotiche. Qualsiasi episodio 
(depressivo,maniacale,misto)  quando  presenta  manifestazioni 
psicotiche,  mal  si  differenzia  dalla  schizofrenia.  Depongono  per  la 
diagnosi di malattia maniaco depressiva la familiarità positiva per disturbi 
dell’umore;  un  temperamento  premorboso  di  tipo  affettivo;  un  buon 
adattamento sociale e lavorativo prima dell’insorgenza del  disturbo; la 
presenza in  anamnesi  di  precedenti  episodi  depressivi,  e/o  maniacali; 
l’esordio improvviso e una migliore risposta ai trattamenti. 
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1.6  DOPAMINA E PSICOSI  
L’ipotesi  dopaminergica  è la  più  conosciuta  e,  probabilmente,  ancora  la  più 
accreditata  nell’eziopatogenesi  delle  psicosi.  Questa  ipotesi  fu  sviluppata  in 
seguito  alla  scoperta,  avvenuta negli  anni  Cinquanta,  di  farmaci  in  grado di 
migliorare i sintomi psicotici. Il primo di tali farmaci è stato la reserpina,seguita 
poi da altre molecole chiamate “antipsicotici tipici”, come la cloropromazina e 
l’aloperidolo.  In origine, si  era pensato che l’azione di  questi  composti  fosse 
semplicemente quella di tranquillizzare e sedare i pazienti. Negli anni Sessanta 
fu  dimostrato  che  invece  essi  possedevano  un  effetto  terapeutico  più 
importante, specifico sui sintomi psicotici,  prevalentemente positivi.  Infatti,  se 
somministrati  cronicamente,  erano in  grado di  controllare o addirittura di  far 
scomparire il delirio, le allucinazioni e, in parte, la dissociazione logico-formale 
del  pensiero.  In  seguito  a  un’intuizione  di  Arvid  Carlsson,  numerosi  studi 
dimostrarono  che,  nonostante  le  differenze  nella  struttura  chimica,  tutti  gli 
antipsicotici clinicamente efficaci bloccano i recettori dopaminergici. Da qui si 
sviluppò l’idea che un eccesso di trasmissione dopaminergica potesse svolgere 
un ruolo rilevante nella patogenesi dei disturbi psicotici. Vi sono in proposito, 
riscontri  sperimentali  di  livelli  elevati  di  metaboliti  plasmatici  della  dopamina, 
l’acido omovanillico (HVA), in pazienti non trattati e un significativo aumento di 
recettori D2 a livello sottocorticale. Per precisare meglio il meccanismo d’azione 
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dei farmaci antipsicotici è stato importante identificare i recettori dopaminergici. 
I recettori D2 sono presenti nei neuroni del caudato e del sistema limbico, in 
particolare nel nucleus accumbens, nell’amigdala, nell’ ippocampo e in parte 
della  corteccia  cerebrale.  Hanno  affinità  elevata  per  gli  antipsicotici  e  sono 
considerati il sito principale per spiegare l’azione terapeutica di questi farmaci. 
L’idea che un eccessiva trasmissione dopaminergica potesse svolgere un ruolo 
importante  nella  patogenesi  delle  psicosi  ha  avuto,  in  passato,  ulteriore 
sostegno  da  altre  evidenze.  Numerosi  farmaci  sono  capaci  di  inibire  la 
ricaptazione di catecolamine a livello sinaptico e l’azione di questi farmaci si 
manifesta in un potenziamento e prolungamento degli effetti delle catecolamine, 
a livello sia centrale che periferico. Nel caso specifico della dopamina, sostanze 
psicostimolanti come le amfetamine e la cocaina mostrano come target primario 
la proteina di trasporto della dopamina [Ritz et al., 1987; Tatsumi et al., 1997]. 
Le amfetamine e i composti  analoghi sono dei potenti  stimolanti del  sistema 
nervoso centrale e sono correlati, sia chimicamente che farmacologicamente, 
alla noradrenalina; provocano il rilascio della catecolamina dai terminali nervosi 
e l’iperattività dopaminergica sembra essere responsabile di diversi effetti che 
includono la stereotipia (movimenti senza senso ripetuti in continuazione), idee 
paranoidi  e allucinazioni.  L’insieme degli  effetti  può essere scambiato con la 
schizofrenia  paranoide.  In  neurologia  le  amfetamine  vengono  usate 
principalmente nella cura della narcolessia e in psichiatria questi farmaci sono 
talvolta utilizzati, sotto stretta supervisione, per migliorare l’umore. I principali 
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rischi non letali che risultano dalla somministrazione delle amfetamine sono la 
dipendenza psichica, la tolleranza e gli episodi psicotici. A dosi elevate infatti, le 
amfetamine  danno  origine  ad  un  quadro  di  psicosi  acuta  con  iperattività, 
ansietà,  frustrazioni  paranoidi,  allucinazioni  uditive  e  tattili,  ma  con  chiara 
coscienza e praticamente nessun senso di disorientamento. In questi ultimi anni 
l’abuso  di  queste  sostanze  psicostimolanti  è  notevolmente  aumentato,  di 
conseguenza,  molti  studi  si  sono focalizzati  su una maggiore comprensione 
degli  effetti  delle  anfetamine  e  soprattutto  sulla  loro  interazione  con  il 
trasportatore della dopamina. Alcuni esperimenti hanno evidenziato la capacità 
di  modificare l’uptake della dopamina sia a livello di membrana che a livello 
vescicolare  da  parte  di  metamfetamine  e  di  metilendiossimetamfetamina 
(MDMA = ectasy);  l’entità  degli  effetti  delle  prime è notevolmente superiore, 
infatti la diminuzione dell’uptake vescicolare della dopamina indotta da MDMA 
ha una durata  inferiore rispetto  alla  diminuzione riscontrata  per  effetto  delle 
metamfetamine [Fleckenstein et al., 1997; Kokoshka et al., 1998]. Inoltre, altri 
studi  hanno  dimostrato  una  correlazione  tra  il  deficit  di  ricaptazione  della 
dopamina da parte di queste sostanze e l’attivazione di proteinkinasi C (PKC) 
[Saunders et al., 2000]; infatti inibitori di queste PKC attenuano la diminuzione 
dell’uptake  della  dopamina  normalmente  indotta  dalle  metamfetamine 
[Sandoval  et  al.,  2001].  La  classe  farmacologica  degli  psicostimolanti 
comprende la cocaina. L’assunzione di cocaina produce uno stato di  euforia 
non  distinguibile  da  quello  prodotto  dall’anfetamina,  diminuisce  l’appetito,  il 
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desiderio  di  dormire  ed  ha  un  effetto  breve  di  circa  un’ora.  La  cocaina  è 
anch’essa  un  farmaco  d’abuso  che  genera  dipendenza  e  l’effetto 
psicostimolante viene attribuito alla sua capacità di aumentare le concentrazioni 
sinaptiche di dopamina attraverso l’inibizione del processo di ricaptazione nei 
neuroni dopaminergici del sistema mesolimbo-corticale indipendenti dal blocco 
di reuptake della dopamina. Sono stati analizzati gli effetti derivanti dall’abuso 
della cocaina sul sistema di trasporto della dopamina nel cervello umano (post 
mortem);  recenti  studi  [Letchworth  et  al.,  2001]  hanno  dimostrato 
inequivocabilmente che l’uso cronico di cocaina si riflette in una up-regulation 
del DAT a livello striatale in maniera dose dipendente e studi di binding con il 3H 
WIN 35,458 risultano caratterizzati da una up-regulation del binding-site ad alta 
affinità  per  il  radioligando  nello  striato  di  soggetti  deceduti  per  overdose  di 
cocaina  [Staley  et  al.,  1994].  Le  conseguenze  neurobiologiche  e 
patofisiologiche che risultano dall’interazione di queste sostanze psicostimolanti 
con  la  proteina  di  trasporto  della  dopamina  hanno  spostato  l’attenzione,  in 
questi ultimi anni, verso lo sviluppo di agenti terapeutici in grado di bloccare 
l’azione  della  cocaina  e  di  altre  sostanze  d’abuso  senza  interferire  sulla 
funzione di trasporto al fine di progettare strategie specifiche per il trattamento 
delle tossicodipendenze [Vocci et al., 1995; Kuhar et al., 1999].  
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1.7  DOPAMINA E LINFOCITI
La maggior fonte di  dopamina nei  linfociti  sono i  linfociti  stessi,  i  quali  sono 
capaci  di  sintetizzare  dopamina,  poiché  esprimono  l’enzima  biosintetico 
catacolaminergico tirosina idrossilasi [Berquist et al., 1994; Musso et al., 1996; 
Berquist and Silbermann, 1998; Caronti et al., 1999]. I recettori della dopamina 
di tipo 3 e di tipo 4 (D3 e D4) sono stati descritti nei linfociti periferici del sangue 
umano, mentre i recettori D1, D3 e D5 sono stati scoperti per mezzo dei loro 
specifici  mRNA [Santambrogio et al.,  1993; Caronti  et al.,  1998; Ricci  et al., 
1998;  McKenna  et  al.,  2002;  Bessere  et  al.,  2005].  L’interazione  di  questi 
recettori con la dopamina o con agonisti dopaminergici provoca svariate attività 
nei linfociti T. La dopamina può attivare i linfociti T e innescare la loro adesione 
alla fibronectina [Levite et al., 2001]. La dopamina può anche selettivamente 
indurre la migrazione chemiotattica dei linfociti T CD8+ [Watanabe et al.,] e la 
secrezione di varie citochine, in particolare, del TNF-alpha e dell’interleuchina-
10  (IL-10)   [Besser  et  al.,  2005].  Diversi  studi  dimostrano  che  i  linfociti 
esprimono il DAT. Faraj e coll. (1995) hanno dimostrato che i linfociti isolati dal 
sangue  umano  possono  trasportare  la  dopamina  mediante  un  re-uptake 
cocaina-sensibile. Questa proteina ricaptante condivide certe caratteristiche con 
il  trasporto  attivo  dei  neurotrasmettitori  delle  monoamine  nel  SNC,  in 
particolare,  la  saturabilità,  poiché  il  trasporto  segue  la  cinetica  Michaelis-
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Menten,  la  dipendenza  dal  gradiente  del  sodio  e  del  potassio  attraverso  la 
membrana della cellula, la dipendenza dalla temperatura, e l’inibizione da parte 
di specifici composti attivi a questo livello. In seguito, il DAT linfocitario è stato 
caratterizzato  più  approfonditamente  mediante  tecniche  diverse  come  il 
Western immunoblotting, l’immunocitochimica, il re-uptake della 3H-dopamina e 
il binding del radioligando 3H-GBR 12935  [Amenta et al., 2001]. La presenza 
del  DAT  nei  linfociti  umani  è  stata  inoltre  confermata  con  tecniche  di 
immunoistochimica  [Caronti et al., 2001] e con tecniche di biologia molecolare, 
mediante l’uso della trascrittasi inversa (RT)-PCR [Mill et al., 2002 ]. 
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2.  SCOPO DELLA RICERCA
Pur esistendo studi sul reuptake linfocitario della dopamina effettuati utilizzando 
il  ligando endogeno radiomarcato [Amenta et  all.,  2001],  ed essendo quindi 
supportata la presenza del DAT a questo livello, mancano, nei linfociti umani, 
dati  relativi  al  binding  farmacologico.  L’individuazione  e  la  caratterizzazione 
farmacologica del DAT nei linfociti mediante studi di binding potrebbe rendere 
disponibile  un  “marker  periferico”  da  usare  nella  ricerca  in  vivo  e  con  una 
metodica relativamente incruenta.
Con  la  nostra  ricerca  ci  siamo  proposti  di  esplorare  la  presenza  e  la 
distribuzione del DAT in membrane linfocitarie provenienti da 20 pazienti con 
disturbi psicotici e da 20 volontari sani, mediante il binding del 3H WIN 35,428, 
ligando selettivo e specifico per questa proteina. 
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3.  MATERIALI E METODI
  
3.1  SOGGETTI
Sono stati  inseriti  nel  nostro  studio  20 pazienti  (10 donne e 10 uomini,  età 
media ± D.S. 25 ± 6; Tab. 1) ricoverati nella Clinica Psichiatrica dell’Ospedale 
Santa Chiara dell’Università di Pisa.
Le diagnosi, secondo i criteri DSM IV-R erano:
• disturbo bipolare di tipo 1 con tratti psicotici congruenti (5 pz) e incongruenti 
(5 pz)
• stato misto (6 pz)
• schizofrenia (4 pz)
Nove di questi pazienti seguivano un trattamento farmacologico con:
• Lamotrigina (1 pz)
• sali di litio (4 pz)
• benzodiazepine (1 pz)
• valproato (3 pz)
I rimanenti pazienti non assumevano nessun farmaco (Tab. 2)
La gravità dei sintomi è stata valutata mediante la Brief Psychiatric Rating Scale 
(BPRS, Overall, 1962) col punteggio totale (media ± D.S.) di 31 ± 5.
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Inoltre, sono stati inseriti nel nostro studio 20 soggetti sani di controllo (10 di 
sesso femminile e 10 di  sesso maschile), di  età compresa tra 18 e 30 anni 
(media  ± DS:  24  ± 7),  che  non  possedevano  un’anamnesi  personale  e/o 
familiare  positiva  per  disturbi  psichiatrici,  né  assumevano  alcun  farmaco 
psicotropo
Entrambi i gruppi di soggetti, pazienti e controlli, non presentavano nessun tipo 
di patologia fisica come dimostrato dagli esami clinici e di laboratorio.
Tutti i soggetti hanno dato il consenso informato scritto a partecipare allo studio 




SOGGETTI SANI 10M, 10F 24 ± 7
PAZIENTI 10M, 10F 25 ± 6
Tab.1  Caratteristiche demografiche dei soggetti sani inseriti nel nostro studio 
4 PAZIENTI           Sali di Litio
1 PAZIENTE           Lamotrigina
3 PAZIENTI           Valproato
1 PAZIENTE           Benzodiazepine
Tab.2  trattamento farmacologico dei pazienti
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3.2  SEPARAZIONE E RACCOLTA DEI LINFOCITI
A tutti i soggetti digiuni sono stati prelevati 30 ml di sangue venoso, tra le ore 8 
e  le  ore  10  del  mattino.  Il  sangue  è  stato  raccolto  in  provette  di  plastica 
contenenti EDTA come anticoagulante ed è stato centrifugato a 200 x g per 20 
minuti a temperatura ambiente, utilizzando una centrifuga con rotore flottante. 
Da tale centrifugazione si è ottenuto il plasma ricco di piastrine (PRP). 
La restante parte (Fig. 8, B) è stata diluita 1:1 con Emagel . Dopo 40 min. gli 
eritrociti  sono  precipitati,  mentre  i  linfociti  e  i  granulociti  sono  rimasti  in 
sospensione nel  sovranatante  (Fig.  8,  C).  Il  sovranatante  è stato  prelevato, 
diluito  1:5  con  soluzione  fisiologica,  aliquotato  e  stratificato  su  3  ml  di 
Lymphoprep. Dopo questo passaggio, i campioni sono stati centrifugati a 800 x 
g per 20 minuti a temperatura ambiente, utilizzando una centrifuga a rotore ad 
angolo  mobile.  Da  tale  centrifugazione  è  stato  ottenuto  un  anello 
linfomonocitario all’interfaccia tra plasma (parte superiore) e Lymphoprep (parte 
inferiore).  L’anello  linfomonocitario  è  stato  prelevato  da  ciascun  campione, 
riunito e diluito con soluzione fisiologica fino a circa 10 ml. I campioni sono stati 
centrifugati a 1600 x g per 10 minuti, il sovranatante è stato rimosso ed i linfociti 
così ottenuti  sono stati  riuniti  in  un’unica provetta,  sospesi  in circa 10 ml di 
soluzione  fisiologica  e  centrifugati  a  400  x  g  per  5  minuti.  Questa  ultima 
operazione di lavaggio, è stata eseguita per due volte. Al termine del secondo 
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lavaggio, dopo rimozione del sovranatante, è stato ottenuto il pellet dei linfociti.
La restante parte (B)
viene diluita con Emagel
in rapporto 1 : 1
Dopo 40 min. gli eritrociti
precipitano, mentre i linfociti
e i granulociti rimangono in 
sospensione nel
sovranatante (C)
Il sovranatante (C) viene
raccolto e stratificato su 15 cc
di Lymphoprep
Centrifugazione a 1000 x g
per 30 min.
Otteniamo un “anello” di









Fig. 8 Separazione dei linfociti
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3.3  PREPARAZIONE DELLE MEMBRANE LINFOCITARIE
I  pellet di  linfociti  sono stati  sospesi 1:10 in tampone ipotonico (T1) Tris-HCl 
5mM a pH=7.4 contenente gli inibitori delle proteasi (Benzamidina 160 µg/ml; 
Bacitracina 200 µg/ml; Inibitori della tripsina 20 µg/ml). 
La sospensione cellulare ottenuta, è stata omogeneizzata con Ultraturrax al fine 
di lisare le cellule. 
Successivamente,  dopo centrifugazione dell’omogenato  a 48000 x  g  per  15 
minuti, a 4ºC è stato eliminato il sovranatante, e le membrane cellulari ottenute 
sono  state  sospese  in  uno  stesso  volume di  tampone  (T2)  Tris-HCl  50mM 
pH=7.4, addizionato di inibitori delle proteasi, e centrifugate nuovamente. 
Infine eliminato il sovranatante le membrane cellulari sono state centrifugate in 
presenza  del  tampone  T2  senza  gli  inibitori  delle  proteasi,  nelle  stesse 
condizioni. Subito dopo la preparazione, un’aliquota di membrane linfocitarie è 
stata utilizzata per la determinazione della concentrazione proteica. 
Le  membrane  cellulari  sono  state  congelate  a  -80°C  e  successivamente 
utilizzate per i saggi di binding radioattivo.
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3.4  DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE PROTEICA
Per la determinazione della concentrazione proteica nelle membrane è stato 
seguito il metodo colorimetrico di Lowry modificato da Peterson (1977): questo 
si basa sull’utilizzo del reattivo Folin Ciocalteau’s che reagisce con i gruppi 
fenolici delle tirosine contenute nelle proteine producendo, in presenza di ioni 
rameici, una colorazione blu/porpora la cui intensità è misurabile mediante uno 
spettrofotometro.La determinazione della quantità proteica prevede l’uso delle 
seguenti soluzioni:
1) Folin  A:  carbonato  di  sodio  2%  +  idrossido  di  sodio  1%  in  acqua 
bidistillata;
2) Folin B: solfato rameico 0.5% + sodio citrato 1% in acqua bidistillata;
3) Folin  C:  soluzione preparata  al  momento  dell’uso  unendo in  rapporto 
1:50 le soluzione 1 e 2;
4) Folin Ciocalteau’s: diluizione 1:1 con acqua bidistillata della preparazione 
commerciale;
5) Soluzione M: costituita da una aliquota della sospensione omogenata di 
membrane diluita con NaOH 0.75 M;
6) Soluzione  B:  si  prepara  come  la  Soluzione  M  sostituendo  alla 
sospensione  di  membrane  la  soluzione  tampone;  questa  soluzione 
rappresenterà il bianco.
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È stato aggiunto 1 ml della soluzione di  Folin C a 100 µl della soluzione di 
membrane  diluite  con  NaOH  0.75  N  e  poi  lasciato  riposare  per  10  min  a 
temperatura ambiente.
Sono stati  quindi  aggiunti  100 µl  del  reattivo  di  Folin  Ciocalteau’s  e  lasciati 
incubare per 30 min a temperatura ambiente.
Terminata  l’incubazione  è  stata  eseguita  la  lettura  dell’assorbimento  della 
soluzione  a  750  nm  in  quanto  si  sviluppa  una  colorazione  blu  di  intensità 
proporzionale alla concentrazione di proteine presenti nel campione. 
Con il valore di assorbanza si è ricavata la concentrazione di proteine presenti 
in 100 µl di campione utilizzando come riferimento una retta di taratura costruita 



















Y = 0.0011 X
figura 9 : Retta di taratura dell’albumina bovina.
62
3.5  METODICA DI BINDING
Il Binding è una tecnica biochimica che permette di rilevare la presenza dei siti 
di  riconoscimento  per  un  determinato  ligando.  L’identificazione  diretta  del 
recettore (binding site) è eseguita mediante metodiche che prevedono l’impiego 
di radioisotopi capaci di determinare sia la densità recettoriale che l’affinità del 
ligando per il proprio recettore. Dal momento che la concentrazione dei recettori 
nei tessuti è nell’ordine delle femtomoli o delle picomoli, il  radioligando usato 
deve possedere alta affinità (ossia la costante di dissociazione del complesso 
ligando-recettore deve essere nel range della concentrazione recettoriale), alta 
selettività (il ligando deve legarsi ad un solo tipo di recettore e il meno possibile 
alle componenti non recettoriali della membrana), e alta attività specifica (per 
consentire la determinazione di concentrazioni femtomolari di recettore).
La  reazione  di  binding  di  un  singolo  ligando  a  una  singola  popolazione  di 
binding-sites è una reazione reversibile, segue la legge di azione di massa ed è 
caratterizzata da una propria costante di associazione e dissociazione.
La costante di dissociazione (Kd) è il parametro più utilizzato nel determinare 
l’affinità del recettore per il ligando in esame e rappresenta la concentrazione a 
cui un determinato ligando occupa il  50% dei siti  recettoriali  all’equilibrio. Un 
aumento della Kd indica una diminuzione dell’affinità del ligando per il recettore.
La metodica di binding prevede l’uso di una preparazione biologica (in forma di 
cellule  intatte,  omogenato  di  organo  o  membrane  isolate),  contenente  il 
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recettore, e un radioligando, scelto per identificarlo. Per ottenere una misura del 
binding, il materiale biologico viene incubato insieme al radioligando, scegliendo 
tempi e condizioni tali da permettere il raggiungimento dell’equilibrio. Raggiunto 
questo, si  procede alla separazione del complesso recettore-ligando (bound) 
dal radioattivo libero in eccesso (free) tramite tecniche di filtrazione sottovuoto o 
di centrifugazione.
Tale procedura deve essere effettuata rapidamente e con tampone freddo in 
modo da ridurre al minimo la possibilità di dissociazione del complesso. Infatti la 
costante di equilibrio è funzione della temperatura.
Il legame specifico, che rappresenta l’80-90% del legame complessivo, viene 
calcolato come la differenza tra il legame totale, misurato in assenza di agente 
competitivo,  ed il  legame aspecifico,  calcolato in presenza di  un eccesso di 
ligando non marcato come spiazzante (a una concentrazione di 100-1000 volte 
superiore al valore della Kd).
La quota di binding non specifico deve essere la più bassa possibile, con un 
valore massimo del 10-20% del legame complessivo.
La  radioattività  viene  contata  mediante  uno  scintillatore  in  fase  liquida  ed 
espressa come disintegrazioni per minuto (dpm). Dal valore dei dpm ottenuti è 
possibile risalire ai µCi presenti nel campione dividendo i dpm per 2.220.000: 1 
µCi = 2.220.000 dpm
Conoscendo  quindi  l’attività  specifica  del  radioligando  si  può  risalire  alle 
nanomoli di recettore presenti: nmoli = dpm/2220000/attività specifica.
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Questo è di solito un numero molto piccolo per cui si preferisce determinare le 
fentomoli di recettore e rapportarle ai mg di proteine.
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3.6  ANALISI SCATCHARD: DETERMINAZIONE DELLA Bmax E DELLA Kd
Una delle metodiche più usate per lo studio di binding è lo Scatchard plot che 
consente di calcolare contemporaneamente l’affinità del recettore per il ligando 
impiegato e la densità recettoriale nel campione utilizzato.
Lo  Scatchard  plot  viene  costruito  riportando  in  ordinata  il  rapporto  tra  la 
concentrazione  del  radioligando  complessato  (bound),  espresso  in 
femtomoli/mg  di  proteine,  e  la  concentrazione del  radioligando libero  (free), 












Fig. 10   Scatchard plot.
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Nel  caso  di  un  singolo  ligando  interagente  con  una  singola  popolazione  di 
binding-sites il plot di B/F verso B dà luogo ad una retta di regressione lineare la 
cui pendenza è uguale a -1/Kd dove Kd, che è la costante di dissociazione del 









Nel  caso di  siti  multipli  non si  ha  un  grafico  lineare.  Tuttavia  dal  grafico  si 
possono  estrapolare  ugualmente  i  parametri  Kd  e  Bmax  per  ciascun  sito 
recettoriale. Il valore della Bmax, ossia il numero massimo di siti recettoriali, è 
indicato dall’intercetta della retta sull’asse delle ascisse, mentre l’intercetta sulle 
ordinate indica il rapporto Bmax/Kd.
Un’altra trasformazione dei dati di binding in saturazione, usata per stabilire se 
l’interazione ligando-recettore avviene o meno secondo una semplice reazione 
bimolecolare, è il cosiddetto Hill plot.
Il diagramma di Hill si ottiene riportando in ordinate il Log B/(Bmax - B) e sulle 
ascisse il Log L, dove L è la concentrazione del ligando libero. Si ottiene così 










Fig.11 Diagramma di Hill
Tale coefficiente da indicazioni sulla presenza di uno o più siti  di interazione 
recettoriale e della loro eventuale cooperatività: se infatti è = 1, o comunque 
vicino all’unità, probabilmente il ligando in esame interagisce con una singola 
popolazione  recettoriale  tramite  una  reazione  bimolecolare  reversibile  che 
segue la legge di azione di massa; il valore del coefficiente di Hill vicino all’unità 
può derivare  anche dalla  presenza di  siti  multipli  con  affinità  identica  per  il 
radioligando che quindi non interagiscono tra di loro.
Se  invece  tale  coefficiente  ha  un  valore  superiore  a  1  si  può  ipotizzare  la 
presenza  di  più  siti  di  interazione  recettoriale  a  cooperatività  positiva;  al 
contrario un valore inferiore ad 1 indica la presenza di  più siti  recettoriali  a 
cooperatività negativa.
Se il coefficiente di Hill è = 1, riportando sulle ascisse il punto corrispondente 
allo 0 troviamo sulle ordinate il valore della Kd.
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I  dati  vengono  ottenuti  mediante  l’uso  di  programmi  computerizzati 









scintillatore in fase liquida










ligando non marcato (L)
BINDING ASPECIFICO
filtrazione del 
complesso L*R o LR
[3H]-
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3.7  ANALISI SCATCHARD DEL 3H WIN 35,428 IN MEMBRANE 
LINFOCITARIE
La determinazione della costante di dissociazione (Kd) e del numero massimo 
di  siti  di  legame (Bmax)  è  stata  effettuata tramite  analisi  Scatchard usando 
concentrazioni crescenti dI  3H WIN 35,428 ligando selettivo e specifico per il 
DAT.
Le membrane linfocitarie  sono state sospese con tampone T-DAT  (Na2HPO4 
25 mM, NaH2PO4 25 mM, NaCl 48 mM pH 7.4) contenente acido ascorbico 50 
μM. Aliquote di  tale sospensione (contenenti  500  µg di  proteine totali)  sono 
state incubate per due ore in ghiaccio in presenza di 20 μl del 3H WIN 35,428 a 
concentrazioni crescenti da 0,5 a 10 nM, in presenza e in assenza di dopamina 
10 mM, per valutare il binding aspecifico, in un volume totale di 0,5 ml.
Tutti  i  punti  sono  stati  effettuati  in  doppio  e  l’incubazione  è  stata  bloccata 
mediante l’aggiunta di 5 ml del tampone T-DAT freddo; i campioni sono stati 
filtrati rapidamente sottovuoto su filtri di fibra di vetro WHATMAN GF/C. I filtri 
sono stati lavati tre volte con 5 ml dello stesso tampone di incubazione.
Per la filtrazione è stato utilizzato un apparecchio  Millipore costituito da un 
sistema a tenuta per la disposizione dei  filtri  ed un attacco per la pompa a 
vuoto; tale strumento permette la filtrazione contemporanea di 12 campioni. 
Terminata  la  filtrazione  i  filtri  sono  stati  posti  in  Pony  Vials  di  plastica  e 
addizionati di 4 ml di liquido di scintillazione Ready Safe Packard. 
Infine,  tali  Vials sono state poste in uno scintillatore in fase liquida Packard 
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TR1600 per la determinazione della radioattività, espressa come disintegrazioni 
per minuto (dpm).  
72
3.8  ANALISI STATISTICA ED ELABORAZIONE DATI
L’analisi  e l’elaborazione grafica dei dati  è stata effettuata con il  programma 
EBDA/LIGAND (Mc Pherson, 1985) e GraphPad Prism.
Le differenze tra soggetti sani e pazienti sono state valutate attraverso il t-test di 




I  risultati  hanno  evidenziato  la  presenza  di  un  binding  del  3H  WIN  35,428 
specifico e saturabile. 
Il binding specifico rappresentava circa il 75% del totale; il numero di Hill, vicino 
all’unità, era indicativo della presenza di un solo sito di legame. 
Nella tabella 3 sono illustrati i valori medi ± la deviazione standard dei parametri 
di binding del 3H WIN 35,428 sulle membrane linfocitarie dei soggetti sani e dei 
pazienti inseriti  nel  nostro studio.  In figura 12 è mostrato l’istogramma delle 
Bmax e la relativa elaborazione statistica.
I  valori  delle  Bmax  e  delle  Kd  per  i  soggetti  sani  erano  rispettivamente 
(media±D.S.) 39±3 fmol/mg di proteine e 1,21±0,5 nM, mentre per i  pazienti 











   
21±2 0,56±0,24
Tabella 3: Bmax e Kd del binding del 3H WIN 35,428 soggetti sani e nei pazienti













*t-test significativo:  C vs P  p = 0,009
Fig. 12
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5.  DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
Lo studio  del  DAT nei  linfociti   può essere molto  rilevante nel  settore  della 
ricerca sui disturbi  neuropsichiatrici  associati  ad un’alterata regolazione della 
neurotrasmissione dopaminergica, quali depressione, ansia, psicosi, in quanto 
può permettere di disporre di un “marker periferico” da mettere in correlazione 
con i parametri clinici relativi alla patologia psichiatrica.
Inoltre,  lo  studio  del  DAT  linfocitario  potrebbe  rivelarsi  utile  per  valutare  il 
sistema  dopaminergico  anche  in  condizioni  fisiologiche;  infatti,  un’elevata 
attività  del  sistema dopaminergico,  valutata  in  maniera  piuttosto  indiretta,  è 
stata collegata ad un tipo particolare di personalità che si definisce “sensation 
seeker”, che connota individui curiosi, amanti del rischio e delle sensazioni forti.
Studi precedenti focalizzati sulla caratterizzazione del DAT sui linfociti e sulle 
piastrine  mediante  saggi  di  binding  del  3H-GBR  12935,  riportano  risultati 
paragonabili  a quelli  ottenuti  in  altri  studi  che avevano caratterizzato questo 
sistema  nel  cervello  ed  in  tessuti  periferici,  anche  se  è  emersa  una  non 
completa selettività di questo radioligando per il DAT [Gordon et al. 1994].
La nostra ricerca è il primo studio ad avere evidenziato la presenza del DAT in 
membrane linfocitarie umane, mediante il  binding del  3H-WIN-35428, ligando 
specifico e selettivo per questa proteina [Aloyo et al.,1995]. 
I  nostri  risultati  hanno  evidenziato  la  presenza  di  un  binding  specifico  e 
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saturabile per il DAT sulle membrane linfocitarie dei soggetti sani e dei pazienti 
con disturbi psicotici inseriti nel nostro studio.  Il numero di Hill vicino all’unità 
conferma l’esistenza di un solo sito di legame che corrisponde esattamente alla 
proteina di trasporto della dopamina.
I dosaggi effettuati sulle membrane linfocitarie dei pazienti hanno evidenziato 
una  riduzione  della  densità  del  DAT e questa  è  la  prima  dimostrazione  di 
un’alterazione del DAT in linfociti di pazienti psicotici.
In altri studi era stata riportata una riduzione dell’immunoreattività del DAT in 
cellule mononucleate del sangue in vari disturbi neurologici, come il morbo di 
Parkinson [Buttarelli  et  al.,2006]  e la sclerosi  laterale amiotrofica [Caronti  et 
al.,2001; Pellicano et al., 2007].
I nostri risultati possono essere considerati in accordo con quelli derivanti da 
studi di imaging “in vivo”, che mostrano una riduzione della disponibilità del DAT 
nello striato  e nelle regioni  corticali  di  pazienti  psicotici.  [Laakso et al.,2001; 
Sekine et al., 2001,2003; Sjoholm et al., 2004; Mateos te al., 2005,2006,2007].
Per quanto riguarda le cellule periferiche, le  informazioni disponibili sul DAT nei 
disturbi psicotici sono molto scarse: è stato riportato un ridotto re-uptake della 
3H-dopamina in piastrine di pazienti schizofrenici [Rotman et al., 1980; Rabey et 
al.,  1992;  Dean et  al.,  1992]  ma questi  dati  sono discutibili  per  la  possibile 
contaminazione  del  trasportatore  della  serotonina  (5-HT),  presente  in  alta 
densità nelle piastrine.
Per quanto concerne il trattamento farmacologico, benché il nostro campione 
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fosse troppo piccolo  per  effettuare  analisi  statistiche  affidabili,  non  abbiamo 
notato  nessuna  differenza  tra  pazienti  trattati  e  non  trattati.  Ciò  potrebbe 
evidenziare comunque, che gli stabilizzanti dell’umore e le benzodiazepine, non 
sembrano interferire con i parametri del binding del  3H-WIN-35,428, almeno in 
vitro [Amenta et al.,1999].
Sebbene uno studio di Tomografia ad emissione di fotone singolo (SPECT) non 
abbia dimostrato differenze di densità del DAT nello striato tra pazienti trattati e 
non trattati [Stamenkovic et al., 2001], la maggior parte degli studi riportano una 
densità del DAT striatale più bassa in pazienti schizofrenici trattati, rispetto ai 
soggetti sani di controllo o a pazienti con morbo di Parkinson [Laakso et al., 
2001;  Sjoholm  et  al.,  2004;  Mateos  et  al.,  2005,2006],  mentre  i  pazienti 
schizofrenici “drug-free”, sembrano non essere distinguibili dai soggetti sani di 
controllo  [Hsiao  et  al.,  2003;  Yang  et  al.,  2004;  Schmitt  et  al.,  2005,2006; 
Mateos et al., 2007].
Sebbene il nostro metodo di estrazione e purificazione dei linfociti dal sangue 
intero sia stato accurato, consentendoci di escludere la presenza di altre cellule 
del sangue, non abbiamo potuto distinguere i linfociti estratti in sottopopolazioni 
B o T: potrebbe essere possibile che differenti sottopopolazioni linfocitarie, in 
diverse condizioni (attivati o non attivati) mostrino una diversa distribuzione del 
DAT,  studi futuri potrebbero aiutarci a chiarire meglio questa questione. 
Possiamo comunque formulare l’ipotesi che un’alterazione nella densità delle 
proteine trasportatrici della dopamina (riscontrata a livello delle cellule ematiche 
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periferiche) potrebbe, qualora si manifestasse anche a livello centrale, avere 
importanti effetti sulla disponibilità intrasinaptica della dopamina, il che potrebbe 
essere alla base dei sintomi osservati in diversi disturbi psichiatrici. Tuttavia, al 
momento,  non  possiamo  escludere  la  possibilità  che  la  diminuzione  della 
densità del DAT possa rappresentare un elemento compensatorio piuttosto che 
un fenomeno primario.
Per quanto riguarda il tipo di “modello periferico” che abbiamo scelto di studiare, 
ovvero i linfociti, ulteriori studi potrebbero permetterci di valutare l’espressione 
del DAT mediante tecniche di biologia molecolare. Infatti, la presenza del DAT 
in cellule nucleate quali i linfociti, potrebbe facilitare lo studio anche da un punto 
di  vista  genetico  di  questa  struttura  e  la  regolazione  dei  suoi  processi 
trascrizionali in periferia, sebbene vi sia la possibilità che il DAT possa essere 
regolato diversamente in cellule nucleate e in cellule non-nucleate così come 
nel sangue rispetto al SNC.
Studi  futuri  con  tecniche  di  ibridazione  in-situ  potrebbero  consentire  di 
determinare  se  una  riduzione  del  legame del  3H-WIN-35,428   sia  dovuta  o 
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